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© Verringerung des Hook-Effekts in Immuntests mit tellchenformigem Tragermaterial. 

© Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer ProbeflQssigkert durch Bindung 
des Analyten an einen mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor Ri , der auf einem in der ProbeflUs- 
sigkeit befindlichen, teilchenformigen Tragermaterial immobilisiert ist, welches dadurch gekennzetchnet ist, daB 
die ProbeflQssigkeit weiterhin einen loslichen, mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor R 2 enthalt, 
der mindestens zwei Bindungsstellen fur den Analyten besitzt. Bn weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein 
Reagenz zur Durchfuhrung des oben genannten Verfahrens. 
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^obeL's^ Anaivten in einer 

in der ProbeflUssigkeit b^JiZr^^mZ^^n ^Tfl bindefahi 9 en «™ auf einem 

^zurD^u.geines^^n^S^T Trageonateria. .mmob.lisiert ist und ein neues Rea - 

immunologische Reaktion hervZerten^tHlr S S ' nd ** ,angem bekannt - Die durch die 
lichtverhalten von den £mS£^ ^TT? Z ° Tei,chena 9 9 regaten. die sich im Streu- 
tration ermog.icht wird ^ ° ^ untersche ' den . ""durch eine Bestimmung der Analytenkonzen- 

^EXSXSE^ -/Z ~ ^en sowoh, 

stes von durch das Medium tretendem U^TSSSSSL? i ^t MeSSUnQ des ,n te™tatsverlu- 
-<-Verwe,rf U ng einer Stand^^^ ° ML °' B ""—*•*>" des Anaiyten kann 

de. ^££5£^^ Prazip^onsv^en ergibt sich aus 

aufweist und bei weiterer Zuoabe Sni rTZ^ 9 1 Ko "^ntrat.onen von Analyt und Bindepartner 
Effekt fuhrt dazu, da6 efnem ^STsianal zTl ^? <H"***«ger Kurve). Dieser 

konnen, was wiederum zu ler SmaZ Anaiytenkonzentrationen zugeordnel warden 

"Hook-Effekt" bezeichnet. Bei ^ ^Zn ,^"l t o T ^ tann - ° ieSer Effekt ais 
vorkommende Konzentration a^to^^T^T Prote,nen > «** die >" der ProbeflUssigkeit 
te Bestimmung aufgrund i T Kurve ' 80 *» fehleL- 

erforderlich, daS bei der BestirnTuna ^n~2» * ."T^ 2ur Vermeidung dieses Fehlers ist es 
absteigendenAstderHeide^rZeteS " d3S MeBs ^ al sich ™ aufsteigenden oder 
Dopp^;^ 15-25) wird eine Metbode beschrieben. die eine 

tiberschusses bei der starker ^^^p^^ST^ vorsieh t- so dafi im FaJle eines Analyten- 
gemessen wird. ^dunnten Probe e.n hoheres MeBsignal als bei der konzentrierteren Proi 

pJXZSi ^^J^^^~ ™«™ *«* - An«k 6 rpem zur 
so weiteren Zusatz von iJS^Il^STSZ^ Tl Si . 9 " a,erh6hu "9 *■ Auch durch einen 
(Sternberg, Clin.Chem. 23 (1977) T^6-liT K ° n2entrat, ° n ,a6t s,ch ein AntigenOberschue erkennen 

der Messung oder eine kompliziertere Auswe^nnX! il entweder e,ne kompliziertere Durchfuhrung 
Fehlinterpretationen bei immiSSS^TSSS^ Messung notwendig ist. Eine bessere Moglichkeit 
wurde darin bestehen, die SS^HSK2rZ?? n ° ben 9 enannten Typ. zu vermeiden 
Hook-EffektsganzvermiedenoS in e ne.^ ^ Konzen^ k S °Tl ™ verand em, daB das Auftreten des 
physioiogischen Bedingungen nSt meT auS enfrat ° nsbere,ch *• Anaiyten verschoben wird, der unter 

rung^^ beschrieben. die zur Verringe- 

Antikorpern zusatz.ich mindesten eine ™ZTa^IZ7 JT^I, VOrhandene " hochspezifischen 
Anaiyten besitzt. Der Nachtal diLZ Z^Z\ I ■ entha,ten ' der ei ™ geringe Affinitat fur den 
rwei spezifische AntikorpVr mH fSi^SZ^TT fT- ^ Jad9n nachzu weisenden Anaiyten 
mussen. P eUt, ' Ch unter scn'edl.chen Affinrtaten fur den Anaiyten hergestellt werden 

wirde^n ^^G^r^^ * US-A-4,743,542 bescbrieben. Dabei 
durcbgefhrt, wobei dur^ £m^^ (Antikorpem) 
denbindepartnem ein AnalytenUberschuB in STSSSJ^f ^departner mit den markierten Ugan- 

ren ^1p e A^^^ TTT^ : ^^^^' " Nach " di8ses verf "- 

^V^raS^* 2 *- V ° n " iChti0niSChen P0 '^n zur Testiasung zu 

weite'L^nt^^ — s ist es 

mit einem gegen den zu bestimmenden g en^tt^^^l^L QddSO,e) 2 " vewe "den. die 

scbung der bescbicbteten Teiicben mit der Z ^JStt^X^^ 
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Auftreten von Teilchenaggregaten zu einer quantifizierbaren Anderung des nephelometrischen Oder turbidi- 
metrischen Verhaltens der Probeflussigkeit. Ein derartiger Teilchen-verstSrkter Test ist erheblich empfindli- 
cher als ein unverstarkter Test, da weniger AgglutinierungsvorgSnge zur Erzeugung eines meBbaren Signals 
notwendig sind. Auch bei derartigen Teilchen-verstarkten Immuntests besteht jedoch das Problem des 
5 Hook-Effekts. 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es deshalb, ein einfaches immunologisches Prazipita- 
tionsverfahren zur Bestimmung eines bindefahigen Analyten in einer ProbeflUssigkeit bereitzustellen, bei 
dem der Hook-Effekt als Storung vermieden und/oder verhindert werden kann. 

Die erfindungsgemafie Aufgabe wird durch ein Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer 
10 Probeflussigkeit durch Bindung des Analyten an einen mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor 
Ri, der auf einem in der Probeflussigkeit befindlichen teilchenformigen Tragermaterial immobilisiert ist, 
gelost, wobei das Verfahren dadurch gekennzeichnet ist, daB die Probeflussigkeit weiterhin einen loslichen, 
mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptbr R 2 enthalt, der mindestens zwei Bindungsstellen fQr 
den Analyten besitzt. 

is Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren enthalt die ProbeflUssigkeit einen mit dem Analyten spezifisch 
bindefahigen Rezeptor Ri , der auf einem teilchenformigen Tragermaterial immobilisiert ist. Im allgemeinen 
besteht der immobilisierte Rezeptor Ri aus mindestens zwei unterschiedlichen Rezeptoren R 1a und R 1b , die 
mit unterschiedlichen Determinanten (Epitopen) aiif dem Analyten spezifisch bindef a hi g sind. Die DurchfUh- 
rung des Verfahrens kann bei einer derartigen Verwendung von zwei unterschiedlichen Rezeptoren R 1a und 

20 R lb mit einem Gemisch zweier unterschiedlicher Trager, wobei auf dem ersten Trager der Rezeptor R 1a 
immobilisiert ist und auf dem zweiten Trager der Rezeptor R 1b immobilisiert ist, Oder mit einem einzigen 
Trager, auf dem ein Gemisch der Rezeptoren R 1a und R lb immobilisiert ist, erfolgen. An dteser Stelle ist 
jedoch anzumerken, daB die Verwendung von zwei (oder mehreren) unterschiedlichen Rezeptoren R 1a und 
R 1b nicht erforderlich ist, wenn der zu bestimmende Analyt mehrere immunologisch identische Epitope an 

25 seiner Oberflache besitzt, da in diesem Fall auch durch einen einzigen Rezeptor Ri das Auftreten einer 
Agglutinierung ermoglicht wird. 

Ein bevorzugtes Beispiel fur einen immobilisierten Rezeptor Ri ist das Fab-Fragment eines gegen den 
zu bestimmenden Analyten gerichteten Antikorpers. Weitere Beispiele fur immobilisierte Rezeptoren Ri 
sind monoklonale Antikorper, F(ab ? )2- und F(ab)2-Fragmente von Antikorpern, monospezifische polyklonale 

30 Antikorper Oder auch Antigene oder antMdiotyp-Antikorper (wenn der zu bestimmende Analyt ein Antikor- 
per ist) oder andere Rezeptoren, die zu einer hochaffmen spezifischen Bindung mit einem Analyten in der 
Lage sind (z.B. Streptavidin, Lectine, Protein A etc.). Besonders bevorzugt ist der immobilisierte Rezeptor 
Ri ein Gemisch aus mindestens zwei monoklonalen Antikorpern, monospezifischen polyklonalen Antikor- 
pern oder Fragmenten derartiger Antikorper. 

35 Die Erzeugung von Antikorpern, die gegen unterschledliche Epitope auf dem gleichen Antigen gerichtet 
sind, ist in der Literatur ausfuhrlich beschrieben, siehe z.B. Kofler et a!., Am.J.Reprod.lmmunol. 2 (1982), 
212-216; Ehrlich et a!., Am.J. Reprod.lmmunol. 8 (1985), 48-54; Norman et al., J.CIin.Endocrinol. and Metab. 
61 (1985), 1031-1038 und Norman et al., Clin.Chem. (1987), 1147-1151. Allgemein kann man derartige, 
gegen unterschiedliche Determinanten gerichtete Antikorper durch selektive Immunisierung von Versuch- 

40 stieren mit spezifischen Antigenfragmenten (z.B. Oligopeptide^ und anschiiefiende Gewinnung der Antikorr 
per aus den Versuchstieren auf bekannte Weise erhalten. 

Die vorliegende Erfindung zeichnet sich gegenuber bekannten Verfahren dadurch aus, daB die Probe- 
flussigkeit weiterhin einen loslichen, mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor R2 enthalt, der 
mindestens zwei Bindungsstellen fUr den Analyten besitzt, d.h. der Rezeptor R 2 ist frei in Losung und nicht 

45 auf den Teilchen des Tragermaterials immobilisiert. Durch Verwendung dieses zusatzlichen Rezeptors R2 
wird eine Verringerung und/oder vollstandige Vermeidung des Hook-Effekts bei einem immunologischen 
Prazipitationsverfahren ermoglicht. Dabei ist es erfindungswesentlich, daB der Rezeptor R2 mindestens zwei 
Bindungsstellen fUr den Analyten besitzt. Bevorzugte Beispiele fUr den Rezeptor R2 sind monoklonale 
Antikorper, monospezifische polyklonale Antikorper oder Antikorperfragmente mit zwei Bindungsstellen fUr 

50 den Analyten (z.B. F(ab)2, F(ab')2, aber nicht Fab). 

In den Figuren 1 und 2 der beiliegenden Zeichnungen ist der Unterschied zwischen einem immunologi- 
schen Prazipitationsverfahren mit immobilisierten Rezeptoren R la und R 1b gemSB dem Stand der Technik 
(Figur 1) und dem Immunologischen Prazipitationsverfahren in Gegenwart eines zusatzlichen loslichen 
Rezeptors R2 gemaB vorliegender Erfindung (Figur 2) gezeigt. Figur 1 zeigt die drei Phasen der Heidelber- 

55 ger Kurve, wobei Figur 1A einen OberschuB des Tragermaterials T at T b mit darauf immobilisierten 
Rezeptoren R 1a> R 1b gegenUber dem Analyten A, Figur 1B den Aquivalenzpunkt bei einer gleichen moiaren 
Konzentration des teilchenformigen Tragermaterials T a , T b und des Analyten A und Figur 1C einen 
OberschuB des Analyten A zeigt. Das in Rgur 1 gezeigte Verfahren gemaB dem Stand der Technik wird mit 

3 
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2£ TS?nTu h nd ' mm ° b " i ? erten R f *Pt°'en R 1a und R, b durchgefOhrt, die jeweils auf unterschiedli- 
cnen Te Ichen T a und T b des Tragermaterials immobilisiert sind. Die Rezeptoren R 1a und R, h erkennen 

E r tope H a ? dem Ana,yten A - Aus R9ur 1A 9eht hervor - dafl «* ai ™ oSSS 

5 S«22S2fTr " ^ J?" immobi,isierten Rezeptoren R la und R 1b bezugiich des Analyten A ein 
AfarLI hh T H 8,n 0,ekU ' d6S Ana,yten bindet 80 daB in der Probeflllssigkeit nur eine 
Son nlmm? 2 a"" 9 ( k """J nUr 6in 9enn9eS Mefisi9na, > auftritt - Bei stai 9 a "der Analytenkonzentra! 
nH a„TJ ! A .39 re 9 a t'on zu. b.s die in Figur 1B gezeigte Aquivalenz zwischen Tragerteilchen T a T h 

T^a* T T i iSt - di8Sem A ^valenzpunkt. dem Maximum der Heideiberger Ku'rve 

2 n2 A9 f 9re9 T ? r Tei,chen in der Probeflussigkeit (und damit auch das Mefisignal) am hochsten Bei* 
immnb^T Z " nahme d ^ Anal ^onzentration findet man aufgrund der zunehmenden aS£ZZ ate 

rssss r™c ste,len eine AtaBh " w der A " re9ation (Fi9ur ic) und damit - ~ 

TraaerteMcner^ dar " Dabei ist neben den 

75 keft "SEE in T« m,t den D ,mmobll,s,erten Rezeptoren R 1a . R Jb und dem Analyten A in der ProbeflUssig- 
£ inf h! h . k Re2SP ?° r ^ mit 2Wei Bin dungsstellen fur den Analyten vorhanden. Aus Figur 
tLSLZTZ' k -'J T mem UberSChUfi der Tra 9^ei.chen gegenuber dem Ana.yten aufgrund de 
v/rihln An . w 0 es ! nh9 ' tdeS ,6s,ichen ^P* 0 ' 5 * ba 'eits eine etwas starkere Aggregation als befdem 
EmntT .STl ^ ^ d6r TeChnik (R9Ur 1A > 2U beobachten ist Dies ideutet eine hohere 
Empfindhchkeit des erfindungsgemafien Verfahrens im aufsteigenden Ast der Heideiberger Kurve lZ 
20 Aqu.valenzpunkt, an dem das mo.are Verhaitnis von Tragerteilchen T a . T b Jl^SZ^TJSi 

3JZ£j?r a T? d6S ZUSat2lichen - »**» n-Plor. R, eine. die «mt£fi££^ 2£ 
besitzen. Bei f-™ UberschuB des Analyten (Rgur 2C). wenn immer mehr mmS 
I^ n . ,b 30 S,n Ana, y tenmola '<Cil binden. zeigt sich die Wirkung des Zusatzes von Ffe am 

t^ Tlr^enJSZV 2US f ,SSHChen Re2SPt0rS erm59hCht ei " e zusa * ,icha 
zung der Tragerteilchen T a> T b wodurch die bei dem Verfahren des Standes der Technik iFinur zr\ 

beobachteteAbnahmederAgglutinierungvermiedenoder/undverzSgertwird (FlguF 20) 

der vLtaTdentrfnH TS^ bel h R9Ur 2 " zeigten und bevorzugten Ausfuhrungsform 
ZZTSSZ^mJ*' J' 0 " 6 Re l 6Pt0r * d6rart aus 9 ewahlt daB die Bindung von R 2 an den 
K^eteZtTn Z^n? 9 w ,mm ° b,,,sierten Re2e P tors * a " den Anaiyten interferiert, d.h. der 
R und * D nt e,n anderes EP'toP auf dem Analyten als die immobilisierten Rezeptoren R la 

Sd R an d^ Ana?ut V ° n ^ Ana ' yt6n ^ keinen si 9 nifika nt a " BrtW auf die Bindung von R, 

Te^\Z^^2T^^ h : Un ^" n ^ vor,ie 9 a nden Erfindung erreicht man insbesonde- 
re e ne etwas hohere Empfindhchkeit im aufsteigenden Ast der Heideiberger Kurve, eine Verschiebuno des 
TZZ S : U emer h6heren ^'^"^^ation und einen erhebHch li mn^ZSE l£££. 
ge Kurve be, emer we.teren Zunahme der Analytenkonzentration. Dies fCihrt wiederum zu einem starken 
5r a ufdem 98 a "f? S H °? k - E l ektS ' * die ^IVtenkonzentrationen, die jeweils gleiche S^aTSem weS 
Abn»h mB h f t'f " den °^ 9r abstei 9 an den Ast der Heideiberger Kurve liegen, aufgrund der geringeren 

^Konz^^'Z^^T 0 ^^ Um e,n Vi6lfaCheS Weiter voneinander entfernfs nd 
flewaSe^ RSeotr^LS T™ * h d8r Probefli3ssi 9 ka « " a "9t "atOrlich von dem jeweils 

9 |!T,T S P - " msbesond ^ a von seiner Affinitat zum Analyten ab. Es ist jedoch mSqlich eine 
allgemeine Abschatzung fur die jeweils gOnstige Menge durchzufuhren 9 

Humtn'cZonnnrH 8 ?^ 61 ^^^ 0 ' 1 ' 696 "^" beschriebenen Verfahren zum Nachweis von 

^T.m"?n^ T ? m (hCG) " e9t der A q uivala ^P"nkt des Tests bei etwa 10.000 mlU/ml hCG Z 
SrT ^ nkt f. anzunehma "- daB ein Tragerteilchen statistisch ein einziges hCG-MolekCJI bindT Um eine 
we>tere Agglutm.erung zu ermSglichen. sbllte der losliche Rezeptor R 2 besonders bevoSgt in *Z 

Do c rLu Ch T SeW T' 6 "' h3,b S ° 9r ° B WiS die Ko "«ntralion von hCG in der £XEX£» 2? 
Doch auch klemere Konzentrationen bringen eine Verbesserung der Agglutinierunq und es ist zu 

Z£mJl? eSe VOrte J ,hafte W, *" ng ^ bei ^nzentrationen des £ fSefTrs R in der 
wob^ lr lo r mmdeStens 5 Mo, - % der Konzentration des Analyten am Aquivalenzpunkt auftrfS 
r^rjZilt 9,6iChe K — ™ d6S ^ermateda.s-Td 

tenkorenSo^m 6 ? 1 K ° n2e " tration des l5siichen *™Vor S * mindestens 20 Mol-% der Analy- 
enkonzentration am Aquvalenzpunkt und besonders bevorzugt liegt die optimale Konzentration des 
loshchen Rezeptors R 2 im Bereich von 50 % der Analytenkonzentration arn lZ^enzp^" s der 
zusatzhchen Konzentration an Analyten. die Oberhalb des Aquivalenzpunkts liegt Va ' enZpUnkt plus der 

ist ie^fch^ZS, 9 "VfT ^^9™ der optimalen Konzentration des ISs.ichen Rezeptors R, 
ist jedoch festzustellen, daB d.ese Konzentrationen sich in der Praxis stark andarn kfinn^n Z * o 
beispieisweise bei Verwendung eines , 8 s.ichen Rezeptors R 2 mit einerTe^n SSt £ Z 
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oder fOr den Ober den immobilisierten Rezeptor Ri an das Tragermaterial gebundenen Analyten die 
optimale Konzentration von R2 um mehrere GrSBenordnungen hSher liegen kann. 

In einer zweiten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung kann man den loslichen Rezeptor R2 
auch derarl auswahlen, daB die Bindung von R2 an den Analyten mit der Bindung des immobilisierten 

5 Rezeptors Rt an den Analyten interferiert, d.h. der Rezeptor R2 erkennt gleiche Epitope auf dem Analyten 
wie einer der immobilisierten Rezeptoren R1 oder/und die Bindung des loslichen Rezeptors R2 an den 
Analyten beeintrachtigt die Affinitat des Analyten zum immobilisierten Rezeptor R1. Ein Vorteil dieser 
Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung besteht darin, daB ein Auftreten des Hook-Effekts vollstandig 
vermieden werden kann, was allerdings auf Kosten der Empfindlichkeit des Tests geht. Diese AusfUhrungs- 

70 form kann aber trotzdem fUr spezielle Aufgaben gunstig sein, wenn es weniger auf die Empfindlichkeit des 
Tests als auf die Vermeidung moglicher Fehlinterpretationen der erhaltenen MeBwerte ankommt. Diese 
Ausfuhrungsform dor vorliegenden Erfindung ist ebenfalls durch ein Beispiel dargestellt. 

Fur das erfindungsgemaBe Verfahren ist es weiterhin bevorzugt, daB die ProbeflOssigkeit gemaB der 
Lehre von EP-B-0 483 512 ein nicht-ionisches Polymer aus der Gruppe, bestehend aus Dextran mit einem 

75 Molekulargewicht von mindestens 500 kD, Polyvinylpyrrolidon mit einem Molekulargewicht von mindestens 
10 kD und Polyethylenglykol mit einem Molekulargewicht von mindestens 6 kD enthalt. Vorzugsweise liegt 
dieses nichtionische Polymer in einer Konzentration von mindestens 1 Gew.-%, besonders bevorzugt von 2 
bis 6 Gew.-% in der ProbeflOssigkeit vor. Besonders bevorzugt ist auch die Verwendung eines Polyethyl- 
englykols mit einem Molekulargewicht von 6 kD bis 300 kD, am meisten bevorzugt von 40 kD als nicht- 

20 ionisches Polymer. 

Das teilchenformige Tragermaterial, auf dem der Rezeptor Ri immobilisiert ist, kann ein beliebiges 
teilchenformiges Tragermaterial sein, das in der Technik zur Durchfuhrung von Agglutinierungstests 
bekannt ist. Bevorzugte Beispiele des teilchenformigen Tragermaterials sind Latexpartikel, Metallsole (z.B. 
Goldsole, Silbersole oder Eisensole) und Liposomen. Besonders bevorzugte Tragermaterialien sind Latex- 
25 partikel und Goldsole. Die GroBe der Teilchen reicht vorzugsweise von 10 bis 500 nm, besonders bevorzugt 
von 50 bis 250 nm. 

Die Art der Beschichtung des teilchenformigen Tragermaterials mit dem Rezeptor Ri ist ebenfalls nicht 
kritisch fur die Durchfuhrbarkeit der vorliegenden Erfindung. Zu diesem Zweck konnen alle dem Fachmann 
auf dem Gebiet von Teilchen-verstarkten Immuntests bekannten Beschichtungsmethoden eingesetzt wer- 

30 den. Ein bevorzugtes Beispiel fur die Beschichtung des Tragermaterials mit dem Rezeptor Ri besteht in 
der Verwendung von Streptavidin-beschichteten Latexteilchen, die mit biotinylierten Antikorpern oder 
Antikorperfragmenten uberzogen werden. 

Unter einem Analyten gemaB vorliegender Erfindung sind Substanzen zu verstehen, die mindestens 
zwei Epitope, d.h. Bindungsstellen fur einen Rezeptor (Ri, R 2 ) besitzen. Vorzugsweise ist der Analyt ein 

35 Protein. Der Analyt kann sich in einer Korperflussigkeit wie Plasma, Urin, Serum, Speichel Oder dgl. oder in 
einer geeigneten Pufferlosung befinden. Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich besonders z.B. zur 
Bestimmung von Albumin im Urin, Apolipoprotein A1 und B im Serum oder Plasma, Immunglobulinen, 
Ferritin, Lp(a) oder a-1-Mikroglobulin. Ein besonders bevorzugtes Beispieil ist die Bestimmung von hCG im 
Serum. Beim Analyten kann es sich auch um einen Antikorper handeln, wobei in diesem Fall als 

40 spezifischer Rezeptor das mit dem Antikorper reagierende Antigen oder ein gegen den Antikorper 
gerichteter Anti-ldiotyp- Antikorper verwendet werden kann. 

Die Bestimmung der Analyten konzentration beim erfindungsgemafien Verfahren kann mit geeigneten 
Geraten sowohl nephelometrisch als auch turbidimetrisch durch Vergleich mit einer Standardkurve fur 
bekannte Analytenkonzentrationen erfolgen. 

45 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Reagenz zur DurchfOhrung eines immunolo- 
gischen Prazipitationsverfahrens zur Bestimmung eines bindefahigen Analyten in einer ProbeflUssigkeit, 
welches dadurch gekennzeichnet ist, daB es einen an den Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor Ri , 
der auf eine teilchenformigen Tragermaterial immobilisiert ist, und weiterhin einen mit dem Analyten 
spezifisch bindefahigen Rezeptor R2, der in der ProbeflUssigkeit loslich ist und mindestens zwei Bindungs- 

60 stellen fGr den Analyten besitzt, enthalt. 

Vorzugsweise enthalt das erfindungsgemaBe Reagenz weiterhin ein nicht-ionisches Polymer aus der 
Gruppe, bestehend aus Dextran mit einem Molekulargewicht von mindestens 500 kD, Polyvinylpyrolidon mit 
einem Molekulargewicht von mindestens 10 kD und Polyethylenglykol mit einem Molekulargewicht von 
mindestens 6 kD. Das Tragermaterial des erfindungsgemafien Reagenz ist vorzugsweise aus der Gruppe, 

55 bestehend aus Latexpartikeln, Metallsolen und Liposomen ausgewahlt, wobei Latexpartikel und Goldsole 
besonders bevorzugt sind. 

Weiterhin bevorzugt ist, daB das erfindungsgemaBe Reagenz mindestens zwei unterschiedliche immobi- 
lisierte Rezeptoren R 1a und R ib enthalt, die an unterschiedliche Epitope auf dem Analyten spezifisch 

5 



5CID: <EP 0817285A2_L> 



EP 0 617 285 A2 



bindefahig sind. Besonders bevorzugt ist der immobilisierte Rezeptor R, ein Gemisch aus mindestens zwei 
monoklonalen Antikorpern. monospezffischen polyklonalen Antikorpern Oder Fragmerrten derartiger AntikSr- 
per. 

Der losliche Rezeptor R2 des erfindungsgemaBen Reagenz kann gemaB einer Ausfuhrungsform der 
vorliegenden Erfindung derart ausgewShIt sein, daB die Bindung von R2 an den Analyten nicht mil der 
Bindung des immobilisierten Rezeptors R, an den Analyten interferiert. In einer anderen Ausfuhrungsform 
der vorliegenden Erfindung wird der losliche Rezeptor R 2 derart ausgewShIt. daB die Bindung von R, an 
den Analyten m.t der Bindung des immobilisierten Rezeptors R, an den Analyten interferiert. Die Auswahl 
des Rezeptors R, hangt von den jeweiligen Anforderungen an das durchzufUhrende Testverfahren wie 
oben bere.ts beschrieben wurde..Der losliche Rezeptor R 2 ist vorzugsweise ein monoklonaler Antiko'rper 
em monospezifischer polyklonaler Antikorper oder ein mil zwei Bindungsstellen versehenes Fragment eines 
derarbgen Antikorpers. 

Das erfindungsgemSBe Reagenz ist vorzugsweise in Form eines Pulvers, einer LSsung, Suspension 
oder e,nes Lyophilisats. Das Reagenz kann weiterhin fOr ein immunologisches Prazipitationsverfahren 
erforderliche Substanzen (z.B. Hilfsstoffe, Puffer etc.) enthalten. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist schlieBlich die Verwendung der Kombination 
ernes auf e.nem teilchenformigen Tragermaterial immobilisierten Rezeptors R, und eines loslichen mit 
m.ndestens zwei Bindungsstellen versehenen Rezeptors R*. wobei R, und beide mit einem Analyten 
spezifisch bindefah.g sind. zur Vermeidung oder/und Verminderung des Hook-Effekts als Storung bei der 
Bestimmung eines Analyten durch Immunprazipitation. 

Die vorliegende Erfindung soil in Verbindung mit den Figuren 1 bis 4 weiter erlautert werden 

Es zeigen: 

fjgurl die drei Phasen der Heidelberger Kurve bei einem Immunprazipitationstest mit einem an 
teilchenformiges Tragermaterial immobilisierten Rezeptor (Stand der Technik); 

Fjgur_2 die Wirkung eines zusatzlichen ISslichen Antikorpers auf die drei Phasen der Heidelberger Kurve 
bei einem Immunprazipitationstest mit einem an teilchenformiges Tragermaterial immobilisierten Rezep- 

fjgyrj die Wirkung des Zusatzes des ISslichen Antikorperfragmentes FOb'k <hCG>-4 auf den Hook- 
Effekt bei einem Immunprazipitationstest zum Nachweis von hCG und 

Fjgurjf die Wirkung des Zusatzes des loslichen Antikorperfragmentes FOb'fe <hCG>-3 auf den Hook- 
Effekt bei einem Immunprazipitationstest zum Nachweis von hCG. 

Beispiel 1 

Dieses Beispiel zeigt die Verwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens auf den Nachweis von 
Human-Chonongonadotropin (hCG) unter Verwendung von Latexteilchen als Tragermaterial. Ein hCG-Test 
|st besonders fQr den Hook-Effekt anfailig, da ein weites Spektrum von Werten auftritt, wobei normale 
Konzentrationen unterhalb 10 mlU/ml liegen und pathologische Konzentrationen bis zu mehr als 10 s mlU/ml 
erreichen konnen. 

Reagenzien 

(i) Latex: 

Bei diesem Experiment wurde Streptavidin-beschichteter Utex (SA-Latex) verwendet. Die Latexteilchen 
hatten nach Beschichtung mit Streptavidin einen Durchmesser von etwa 180 nm. Solche Teilchen sind 
beispielswe.se von der Firma Seradyn kommerziell erhSltlich. Weiterhin ist die Herstellung von Streptavidin- 
beschichteten Latexteilchen in EP-A-0 464 554, Beispiel 1 beschrieben. 

(ii) Antikorper: 

,^1.™^!^ speziflscf1 9 e 9 en nCG 9erichtete Antik6rper verwendet. Die monoklonalen Antikorper 
<hCG>-i und <hCG>-2 wurden in Fab'-Fragmente UberfOhrt und biotinyliert, wobei monobiotinylierte Fab 1 - 
Fragmente erhalten wurden. die zur Beschichtung des SA-Latex verwendet wurden. Die Herstellung von 
Fab-Ant.korperfragmenten ist dem Fachmann wohlbekannt. beispielsweise bei Ishikawa et al 
J.lmmunoassay. 4 (3) 209-327 (1983) beschrieben. Die Biotinylierung von Fab-Fragmenten ist ebenfalls 
wohlbekannt und beispielsweise in EP-A-0 464 554. Beispiel 2 beschrieben. 
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Die monoklonalen AntikQrper <hCG>-3 und <hCG>-4 wurden als dritter Antikorper in LQsung verwendet 
und wurden daher (urn mogliche StSrungen des Tests durch Anwesenheit der konstanten DomSne zu 
verhindern) in die FabVFragmente uberfuhrt. Die monoklonalen Antikorper <hCG>-1, -3 und -4 waren gegen 
unterschiedliche Epitope auf der 0~Untereinheit von hCG gerichtet, und der monoklonale Antikorper <hCG>-2 
5 war gegen die a- und 0-Untereinheit von hCG gerichtet. 

(iii) Puffersysteme: 

a) SA-Laterpuffen SA-Latex wurde in 200 mmol/l Glycinpuffer, pH 7,5 mit 2 % Saccharose. 0,5 % 
to Rinderserumalbumin und 0,1 % Natriumazid gelost. 

b) Reaktionspuffer: Der Reaktionspuffer war ein 50 mmol/l Phosphatpuffer, pH 7,5, der 75 mmol/l 
Natriumchlorld, 0,1 % Brij, 3 % Polyethylenglykol 40000 und 0,1 % Natriumazid enthielt. Die Verwen- 
dung von Polyethylenglykol als Reaktionsverstarkungsmittel ist besonders bevorzugt, da die Reaktion in 
seiner Abwesenheit schlechter verlauft. 

75 c) Standard: Die Standardlosungen wurden durch Zugabe von hCG in bekannten Konzentrationen zu 
Human-Serum hergestellt. 

Testprozedur: 

20 Der Fab'-beschichtete Latex wurde durch Vermischen von SA-Latex mit den Fab'-Antikorperfragmenten 
<hCG>-1 und -2 im Latexpuffersystem erzeugt. Die Endkonzentration von SA-Latex im Puffer war 0,1 % 
(Gew./Vol.) und die der Fab'-Fragmente 0,4 ug/ml. Die ^(ab^-Antikorperfragmente <hCG>-3 und <hCG>-4 
wurden in unterschiedlichen Konzentrationen dem Reaktionspuffer zugesetzt. Das Experiment wurde auf 
einem automatischen Hitachi 717 Analysegerat bei 37° C durchgefuhrt. 20 ul Standardlosung wurden in 

25 eine Kuvette pipettiert, wonach unmittelbar 330 ul des das losfiche Antikorperfragment <hCG>-3bzw. <hCG>- 
4 in unterschiedlichen Konzentrationen enthaltenden Reaktionspuffers folgten. Nach Ruhren wurde das 
Gemisch 5 Minuten lang inkubiert, und dann wurden 50 ul Latexlosung zugesetzt. Das Gemisch wurde 
erneut vermischt und fur 5 Minuten inkubiert. Der Reaktionsverlauf wurde durch Messung der Absorptions- 
anderung bei 340 nm verfolgt. 

30 

Ergebnisse: 

Die Figuren 3 und 4 zeigen das Ergebnis des Experiments. Aus Figur 3 ist ersichtlich, daB der Zusatz 
des Fab 2 -Fragments <hCG>-4 eine geringe Wirkung auf die Steigung der Kurve in der Anfangsphase 

35 besitzt, es wird jedoch eine erhebliche Verzogerung des Hook-Effekt beobachtet (siehe auch Tabelle 1). Der 
Zusatz des dritten Antikorpers hat in diesem Fall somit eine geringe Wirkung auf die Empfindlichkeit des 
Tests, fuhrt aber zu einer ganz erheblichen Verringerung des Hook-Effekts. Die beste Wirkung wird mit 
einer <hCG>-4 Konzentration zwischen 25 und 100 ug/ml Probeflussigkeit gefunden. 

Aus Figur 4 geht hervor, da8 im Falle des Fab f 2 -Fragments <hCG>-3 der Zusatz des dritten Antikorpers 

40 wiederum zu einer Verringerung des Hook-Effekts fuhrt, in diesem Fall wird jedoch die Empfindlichkeit des 
Tests (d.h. die Anfangssteigung der Standardkurve) verringert (siehe auch Tabelle 2). Die Wirkung des 
<hCG>-3-Zusatzes tritt bereits ab einer Konzentration von 0,5 ug/ml ein. 

Das unterschiedliche Verhalten der FabVAntikdrperfragmente <hCG>-3 und <hCG>-4 t die gegen ver- 
schiedene Epitope auf der 0-Untereinheit von hCG gerichtet sind, ist vermutHch darauf zuruckzufUhren, daB 

45 das von <hCG>-3 erkannte Epitop nahe bei dem von (hCGM Oder (hCG>-2 erkannten Epitop liegt, wodurch 
die Zugabe von (hCG>-3 mit der Bindung der anderen Antikorper an den Analyten interferiert, was zu einer 
Verringerung der Empfindlichkeit durch eine Hemmung der Bindung von <hCG>-1oder <hCG)-2 und somit 
der Latexagglutinierung fGhrt. 

In den Tabellen 1 und 2 ist der EinfluB der FabVAntikorperlragmente <hCG>-4 (Tabelle 1) und <hCG>-3 

50 (Tabelle 2) auf die Steigung der Standardkurve und das mogliche Auftreten von falschen (zu geringen) 
Werten bei einer hCG-Bestimmung (d.h. der Beginn des Einflusses des Hook-Effekts auf den Test) zu 
erkennen. 
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Tabelle 1 



Konzentration von Fab' 2 <hCG>-4 (ug/ml) 


Konzentraiiqn vqp hCG, Ober der 
das Auftreteri falscher, zu geringer 
Werte moglich \sf (mill/mi) 


Steigerung der 
Standardkurve*' (mE/mlU) 


u 

0.8 
1.6 
3,13 
6,25 
12.5 
25.0 
50,0 
100.0 
200,0 


25.833 
27.500 
31.666 
35.416 
42.500 
48.584. 
104.583 
> 150.000 
113.333 
47.500 


0,116 
0.118 
0,115 
0,114 
0,115 
0,118 
0,116 
0,112 
0,112 
0,110 



* bei einer Standardkurve im Bereich 0 - 5000 mlU/ml 



Tabelle 2 



Konzentration von Fab 2 
<hCG>-3 (Ug/ml) 


Konzentration von hCG, uber der das 
Auftreten falscher, zu geringer Werte 
mSglich isr (mlU/ml) 


Steigerung der Standardkurve" (mE/mlU) 


0 

0.5 
1.0 
5.0 
10,0 
20,0 


25.833 

> 150.000 
> 150.000 

> 150.000 

> 150.000 

> 150.000 


0,116 
0,065 
0,036 
0,027 
0,021 
0,010 


bei einer Standardkurve im Bereich 0 - 5000 mlU/rnl 



Patentansprtiche 

1 " ^IT'Zl T ^ sti [" muh 9 eines Analyten in einer ProbeflOssigkeit durch Bindung des Analyten an 
2.^ ^^ S ^ SCh bindefahigen Rezeptor R,. der auf einem in der ProbefluXgkS 
befindlichen, teilchenforrntgen Tragermaterial immobilisiert ist, "ss.gKeit 
dadurch gekennzeichnet, 

^!^^ ( weiterhin einen loslichen. mit dem Analyten speech bindefahigen Rezeptor 
Ffe enthalt. der m.ndestens zwei Bindungsstellen fOr den Analyten besitzt. 

2. Verfahren nach ArisprucH 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dae die ProbeflOssigkeit weiterhin ein nicht-ionisches Polymer aus der Gruppe, bestehend aus Dextran 

2 ZdLtfin a :^ ^ mindeSt6nS 500 k °' ********** m JSZlSL£S 
von mmdestens 10 kD und Polyethylehglykol mit einem Mdlekulargewicht von mindesteris 6 kD enthS 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das teilchenformige Tragermaterial aus Latexpartikeln, Metailsolen und Uposomen ausgewahlt 



4. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtjche. 
dadurch gekennzeichnet, 
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dafi der immobilisierte Rezeptor Ri aus mindestens zwei unterschiedlichen Rezeptoren R 1a und R !b 
besteht, die mit unterschiedlichen Epitopen auf dem Analyten spezifisch bindefahig sind. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man den loslichen Rezeptor R2 derart auswahlt, dafi die Bindung von R2 an den Analyten nicht mit 
der Bindung des immobilisierten Rezeptors R1 an'den Analyten interferiert. 

6. Reagenz zur Durchfuhrung eines Verfahrens zur Bestimmung eines bindefahigen Analyten in einer 
Probeflussigkeit, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafi es einen an den Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor Ri , der auf einem teilchenformigen 
Tragermaterial immobilisiert ist, und weiterhin einen mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezep- 
tor R 2 , der in der Probeflussigkeit loslich ist und mindestens zwei Bindungsstellen fur den Analyten 
besitzt, enthalt. 

7. Reagenz nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi es weiterhin ein nicht-ionisches Polymer aus der Gruppe, bestehend aus Dextran mit einem 
Molekulargewicht von mindestens 500 kD, Polyvinylpyrrolidon mit einem Molekulargewicht von minde- 
stens 10 kD und Polyethylenglykol mit einem Molekulargewicht von mindestens 6 kD enthalt. 

8. Reagenz nach Anspruch 6 oder 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi das Tragermaterial aus der Gruppe, bestehend aus Latexpartikeln, Metallsolen und Liposomen 
ausgewahlt ist. 

9. Reagenz nach einem der Anspruche 6 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi es mindestens zwei unterschiedliche immobilisierte Rezeptoren R 1a und R 1b enthalt, die an 
unterschiedliche Epitope auf dem Analyten spezifisch bindefahig sind. 

10. Verwendung der Kombination eines auf einem teilchenformigen Tragermaterial immobilisierten Rezep- 
tors Rt und eines loslichen, mit mindestens zwei Bindungsstellen versehenen Rezeptors R2, wobei Ri 
und R 2 beide mit einem Analyten spezifisch bindefahig sind, zur Vermeidung oder/und Verminderung 
des Hook-Effekts als Storung bei der Bestimmung eines Analyten durch Immunprazipitation. 
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Fig. 2 
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